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抗 力 ル ジ オリ ピ ソ 抗体(antic ardiolipin antibody, aC L A)は , 抗リ ン 脂質抗体症候群の 発症 に 直接関与 して い る と考え ら
れ て い る抗体 で あ るが , そ の 血 栓発症の 機序 は まだ 充分 に 解明 さ れ て い な い . そ こ で , aCL A が血管内皮細胞 に 直接結合する
か 否か , また 酵素免疫測定法を用 い た aC L Aの 測定に 補助因子 と して重要と考 え ら れ て い るβ 2糖蛋白 Ⅰ (β2-glyc oprotein
I, β2 G PI) が , aC L Aと 内皮細胞 と の 結合 に お い て も重要 な役割 を果 たすか否 か を 検討す る た め , 全身 性紅斑性狼瘡
(syste miclupu s erythe m ato s u s, S L E) 患者, 抗リ ソ 脂質抗体症候群(a ntiphospholipidsyndr o m e, A P S) 患者を対象に , 免疫 グ
ロ ブリ ン Gク ラ ス (im m u n oglobulin G,IgG)の aCL A と抗血 管内皮細胞抗体(a ntiendothelialc ella ntibody, A E C A)を 測定 し
比較検討 した . 更に , 両抗体 が 高値 で ある血 清よ り精製 した aC L Aお よ び カ ル ジオ リ ピ ソ 固相化 カ ラ ム に よ り aC L Aを 吸収
した 血清を用い て 両抗体の 異同 を検討 し, 精製 aC L Aに つ い て β2 G PIの 有無に よ る血管内皮細胞 へ の 結合能を検討 した . ま
た , aC L A が高値でも血栓症 を認めない 患者も存在する こ とか ら, 血 栓症を 起 こ した 患者と起こ さな か っ た 患者の 血 清よ り精
製 した IgG aC L Aを用 い て , 血 栓症の 有無に よ り IgG aC L Aの 荷電状態に 相違があ るか どうかを 等電点電気泳動(is o ele ctric
fo c u sing,IE F) に よ り検討 した . A E C A は, ヒ ト臍帯静脈内皮細胞を96穴の プ レ
ー トに 固相化 し た 酵素免疫測定法 (c ellular
e n zym elinked im m u n os orbe nt a ss ay, 細胞 E LIS A法)に よ り測定 し, 抗体価 は本抗体を多量に 含む血 清を 標準血清と し, こ
れ に 対す る%で 示 した . A PS お よ び A P Sを 伴わ ない S L Eに お い て , IgG aC L A およ び IgG A E C Aの 両 抗体価は相関せ
ず, ま た両 抗体価 が強陽性 の 4症例に お い て も IgG aC L A と IgG A E C A は分離可能 であり , 検 討 した 症例の 中 で IgG
acLA と IgG A E C A が同 一 抗体の 交差反応性の 可能性を 示唆す るもの ほ1 例も認め られ な か っ た . 次に , A P S3 例 , A P S
を 伴わ な い S L E l例よ りIgG aC L A をア フ ィ ニ テ ィ ー 法に よ り分離精製 し. IE Fに て 荷電状態を検討 した と こ ろ , い ずれ も
pH 6-8 に 分布 し, 血 栓症 の 有無 で差 は認め られ なか っ た . ま た , β2 G PIを精製 し , ウ サ ギ 抗 ヒ ト β2 G PI抗休 を作成 し ,
β2 G PIの 血管内皮細胞 へ の 結 合能 を細胸 E LIS A法に て 検討 した と こ ろ , β2 G PI ほ, 濃度依存性に 血 管内皮細胞 に 結合 した ･
更 に , 両 抗体 が 強陽性 で ある 一 次性 A P Sの 1 例に おい て , IgG aC L A をカ ル ジ オ リ ピ ン を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ
ー 法 に よ り精
製 し, β2 GP Iの 存在下で の 内皮細胞 へ の 結合能を検討 した と こ ろ , 精製 した IgG aC L A は, β2 G PI非存在下で ほ , 内皮細胞
に 結合 しな か っ た が , β2 G PI存在下に 内皮細胞に 結合す る傾向を示 した . 従 っ て , 多く の 症例 に お い て IgG aC L A と IgG
A E C A ほ別 の 抗体 で あ り, 1gG aC L A は, β2 G PI を介 し て 血 管内皮細胞 に 結合す る こ と が 示 され た ･ 以 上 の 結果 よ り ,
ac L A はβ2 G PI を介 して 内皮細胞 に 結合 し , これ が , 内皮細胞の 機能に 何 らか の 影響を与え る こ と に よ り , 血栓症の 発症に 関
与 して い る可 能性が 示唆 され た .
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抗 リ ン 脂質抗体症候群 (a ntipho spholipidsyndr o m e, A P S)と
は , 血 清中に カ ル ジオ リ ピ ソ を は じめ とす る陰性荷電を帯び た
リ ン 脂 質 に 対す る抗体も しく は ▲ 循 環性抗凝 血 素 (1upu s
a ntic o agula nt, L A C)を 認め , 動脈血 栓症 , 静脈血 栓症 , 習慣性
流産 , 血 小板減少症等の 血栓症を 中心 と した 多彩 な臨床症状を
も つ 疾患に 対す る総称である
1)2)
. 高力価 の 抗 リ ソ 脂質抗体をも
つ 症例ほ ど血 栓症を起 こ す頻度が高 い こ と や , 実験 的に A P S
患者 よ り精製 し た 免疫 グ ロ プ リ ン G ク ラ ス (im m u n oglobulin
G, IgG)や モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 カ ル ジ オ リ ピ ン 抗体等 を マ ウ ス に
注射す ると 流産を引き起 こ す こ と か ら , 今日 ま で に 抗 リ ン 脂質
抗体 ▲ 掛 こ , 抗カ ル ジ オ リ ピ ン 抗体 (a ntic ardiolipin a ntibody,
ac L A)自体 が , 直接血 栓症に 関与 して い る 可能性 を示 渡す る
報告が , 数多くな され て きた
3 ト 6)
. 近年 , aC L Aの 多く は ▲ カ ル
ジ オリ ピ ン 等の 陰性荷電を帯び た リ ン 脂質 の み を 認識する の で
は なく, 血 清中の 糖蛋白であるβ 2糖蛋白 Ⅰ(β2-glyc oprotein
I, β2 G PI) と カ ル ジオ リ ピ ソ の 複合体を認識す る こ と が 明 ら か
A bbre viatio ns: aC L A, a ntic ardiolipin a ntibody; A E C A, a ntie ndothelial ce1 antibody; A P S, a ntiphospholipid
syndro m e; B F P, biologic fals e positiv e; β2G PI, β2-glyc oprotein I; E LIS A, e nzym elinked im m u n osoIv e nt
as ay ;IE F, isoele ctric foc u sing;IgG, im m u noglobulin G; L A C, 1upus antico agula nt; O P D･ 0
-
phe nyle n edia 肝
in e;P B S, phosphate-buffered s alin e; S L E, SySte mic lupus erythe m atos us ;T BS, tris
-buffered salin e
62
とな り , 血 栓症 の 発症 に 対す る β2 G PIの 関与が 注 目 さ れ る よ
う に な っ た7)8). ま た , 全 身 性紅斑性 狼瘡 (systemic lupu s
e rythe m atos u s, S L E) 患者で は 1 高頻度 で血 清中に 血 管内皮細
胞 の 細胞膜成分と反応す る抗血管内皮細胞抗体 を持 つ こ と
g)1 0)
,
実験的 に 作成 した モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 カ ル ジオ リ ピ ソ 抗体 の 一 部
は , 血 管内皮細胸 に 結合す るも の が あ る こ と11)な ど の 成績 か
ら , 抗 カ ル ジ オ リ ピ ソ 抗体自体が直接血管内皮細胞 に 結合 して
血 栓形成を来す可能性が 示 竣 され て い る . しか しな が ら , 患者
血 中の 抗 カ ル ジ オ リ ピ ソ 抗体が 血管内皮細胞に 結合 し得 るか 否
か を実際 に 検討 した 成練 はな く , 補助 因子 と して の β2 G PIの
生体内で の 役割も明らか に されて は い な い .
そ こ で , 本研究 は こ の 点 に 着目 し, 抗 カ ル ジオ リ ピ ソ 抗体 と
抗血 管内皮細胞抗体 と の 異同を精製 した抗 カ ル ジオ リ ピ ソ 抗体
お よ び カ ル ジオ リ ピ ソ 固相化 カ ラ ム で 抗カ ル ジオ リ ピ ン 抗体 を
吸収 した 患者血清を用 い て 検 討 し , 抗 カ ル ジオ リ ビ ン 抗 体が
β2 G PIを介 して 血 管内皮細胞 に 結合 し得 る こ と を示 竣す る成
績を得 た の で 報告する .
対象 および方法
Ⅰ . 対 象
血 栓症を認めない S L E患者24例(年齢は16才か ら69才で , 男
性 3例 , 女性21例; 入院中の 活動性 S L E 12例 , 外来 に て ス テ
ロ イ ドの 維持療法を行 っ て い る S L E 12例), A P S患者 3例(う
ち S L E に合併 した 二 次性 A P Sl例 , 原発性 A P S2例 ;年齢
は15才か ら65才で , 男性 1例 , 女性2例)を対象に 抗 力 ル ジ オ
リ ピ ン 抗体 , 抗血管内皮細胞抗体の 測定 を行 っ た . また , 抗 カ
ル ジ オ リ ピ ン 抗体 に つ い て は , 各種膠原病 に お い ても測定 し,
比較検討 した .
Ⅱ . 抗力ル ジ オリ ピン抗体 , 坑フ ォ ス フ ァ チ ジ ー ルセ リ ン抗
体の測定
カ ル ジ オ リ ピ ソ (SI G M A, St. Lo uis, U S A), フ ォ ス フ ァ チ
ジ ー ル セ リ ソ (SIG M A)を そ れ ぞれ エ タ ノ ー ル (和光, 大阪)で
50FLg/mI の 濃度 に 希釈 し , 96穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト (CO R N IN G,
Ne w Yo rk. USA) に 50pVw el ず つ 入 れ , 風 乾 した . 次 に ,
1% ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 含有 リ ソ 酸緩衝生理食塩水(pho sphat-
e-buffer ed s alin e with l % bo vin e s eru m albu min, 1 %
P B S-A) を 50FLlず つ 各 w el=に 入 れ , 37 ℃, 一 時間ブ ロ ッ キ ン
グを 行 っ た . 続い て , 血 清を 5 % ウ シ 胎児血 清(fetalbovin e
se ru m, F B S) (GIB C O, Ne w York, U S A)を 含む P B Sで50倍 に
希釈 し , Harris よ り購入 した標準血清を用い て , 酵素免疫測定
法(e n zym elinkedim m u n o s orbe nt a ss ay, E LIS A法) に て抗 力
ル ジオ リ ピ ソ 抗体価 を測定 した . 抗フ ォ ス フ ァ チ ジ ー ル セ リ ソ
抗体ほ , 標準血清が ない た め , 基質で ある 0- フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ
ン (0-phenylenediamin e, O P D) (和光)を発色 させ た 際 の O D
49211 m の 吸光度で抗体価 の 代用と した .
Ⅲ . 血管 内皮細胞の培養
ヒ ト臍帯静脈 よ り内皮細胞 を以下の よう に 分離 し培養 した .
臍帯静脈 を ヘ パ リ ン 加生理食塩水に て種流後 , 0. 25%ト リ プ シ
ソ (和光)1 0 . 0 2% エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 ニ ナ ト リ ウ ム
(ethyle nedia min e-tetr a aCtic a cid, disodiu m s alt, E D T A･2 Na)
(和光)を 含む ′､ :/ ク ス 液 (Ha nks bala n c ed s alt solution)
(SI G M A) に て 内皮細胞 を分離 し , 血 管 内皮細胞増殖培地
B S し E300(擾束製薬, 東京) に て初代培養 を開始 した ( 図1).
Ⅳ . 杭血 管内皮細胞抗体価の測定
抗血管内皮細胞抗体 の 測定ほ , 以下の よ う に ヒ ト臍帯静脈内
皮細胞を96穴の プ レ ー ト に 園相化 した 酵素免疫測定法 (c ellular
enzym elinked im m u n os orbe nt a ss ay∴細胞 E LIS A法) に て
行 っ た . まず , 96穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト (C O R NI N G) に 3 から 5
継代目の 血管内皮細胞 を コ ン フ ル エ ソ トに な る ま で培養 した 後
風乾 し, 3% パ ラ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ド (和光), 8 %蕉糖 (和
光)に て 固定を行 っ た 後 , 3% P B S-A を 100FLlずつ 各 w ellに
入 れ , 37 ℃に て , 一 時間ブ ロ ッ キ ン グを 行 っ た . 続 い て 1 %
P B S- A で1000倍に 希釈 した 患者血清を 50plず つ 各 w e11に 入
れ , 37 ℃, 一 時間イ ン キ ュ べ - ト した 後 , 0.05% Tw e e n20(和
光) を含む Pl〕S(P B S-Tw e e n) に て 3 回洗浄 を行 い , 更 に ,
1 0 0 0倍希釈 し た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 ヤ ギ 抗 ヒ ト IgG
(C A PE L, W est C he ster, US A)を 50plず つ 各 w ellに 入 れ ,
37 ℃, 一 時間イ ン キ エ ペ - ト を行 っ た . 次に , P B S-Tw e e nに
て 5回洗浄 し , O P Dを基質 と して 発色 させ , O D 492n m の 吸光
度を測定 した .
Ⅴ . カル ジオ リ ピ ン固相化 カ ラ ム にお け る 吸着試験
抗 カ ル ジ オ リ ピ ン 抗体お よ び抗血 管内皮細胞の 両方 が高値で
あ っ た 原発性抗 リ ン 脂質抗体症候群 1例 , 二 次性抗 リ ン 脂質抗
体症候群1例 , 血 栓症を 伴わ な い S L E患者 2例の 計 4例( 図2
の ㊥の 4例)を対象に した . 両抗体が 同 一 抗体の 交差反応性で
あ る可能性を検討す るた め , これ ら､
の 患者血清を ポ リ ス テ レ ソ
の ビ ー ズ に カ ル ジオ リ ピ ン を 固相化 した カ ラ ム に か け, 抗 カ ル
ジオ リ ピ ン 抗体と 共に 抗血管内皮細胞抗体が吸収され るか どう
か を 吸 着後の 血 清の 両抗体価 を測定す る こ と に よ り検討 した .
Ⅵ . aC L A の分離精製 と等電点電気泳動
原発性抗 リ ン月旨質抗体症候群 2例 , S L Eに 合併 した 二 次性
抗リ ソ 脂質抗体症候群1例, 抗 リ ン 脂質抗体症候群を合併 しな
い S L E患者 1例(IgG aC L A 70 G P L単位) の 血 清 を 用 い て
aC L Aの 分 離精製 を 行 っ た . す な わ ち , カ ル ジ オ リ ピ ン
(SI G M A), フ ォ ス フ ァ チ ジ ー ル コ リ ソ (SI G M A), コ レ ス テ ロ ー
ル (和光)を2.5:1 0: 4 の モ ル 比 で混合 し乾燥さ せ , これ に ,
カ ル ジオ リ ピ ン の 濃度が 3m g/ml と な る よう に 患者血清 を加
え て 一 時間 , 37 ℃で イ ン キ エ ペ ー 卜 した . そ の 後 , ト リ ス バ ッ
フ ァ ー (tris-buffer ed s alin e, T B S;0 .0 5m ol/ltris, 0. 1m ol/1
NaCl, Ph 7.4) (SIG M A) に て 5倍に 希釈 し, 10 ℃▲ 200 00g で
1 5分間遠 心 し た . 沈 軽 を T B Sに て 3 回 洗浄後 , 2 % の
n-OCtyトβ一D,gluc op yra n o side(SIG MA) を 含む T B S(2 %octylg-
Fig.1. P has e c o ntr a st micr os c op y of hu m a n u mbilic al
e ndothelialc ells c o nflu e ntlyfix ed in c ultur efla sk. ×1 00.
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lu c o side TB S) に 溶か し , カ ル ジ オ リ ピ ソ の 最終濃度が 3m g/
ml と な る よう に し た . こ れ を プ ロ テ ィ ソ A (protein A
sephar o seC L 4B)(P H A R M A CIA, Upps ala, Sw ede n)ア フ ィ ニ
チ イ ー カ ラ ム に か け 2% o ctylglu c o side T B Sに て 洗浄 し脂質
を除去 した後 , lm ol/1の 酢酸(和光)に て 溶 出中和 し, 透析 した
後 IgG aC L A を回収 した . こ れ ら の IgG aC L Aを対象 に .
pH 3. 5
- 9. 5の ア ン フ ォ ラ イ ト (Am pholin e P A G Plate)
(P HA R M A CI A) を 用い て等電点電気泳動を行 っ た .
Ⅶ . β2G P I の分離精製 と坑β2GPI 抗体の作製
β2 G PI は, PoIz らの 方法
12) に よ り分離精製 した . ヒ トプ ー ル
血清 に リ バ ノ ー ル (diamin o-etho xya cridin ela ctate) (和光)を
0.8 4g/1 00ml の 濃 度 で 加 え , 10% 無水炭 酸ナ ト リ ウ ム
(Na2C O｡) (和光)に て pH を8.0に 調製 した 後10分間攫拝 し遠心
して 上 清を 回収 した . こ の 上 清 に 塩 化 ナ ト リ ウ ム (NaCり(和
光) を 5g/100r nl の 濃度 で加え , 1 M塩 酸(和光)に て pH を
7.0に 調製 した後 1 10分間捷拝 し遠心 して 上 溝 を 回 収 した . こ
の 上 清に 過塩素酸(70% H ClO4)(和光)を 100m =に つ き 3mlず
つ 加 え - 2 ℃に て10分間捷搾後 , 冷却遠心 して 上 清 を 回収 し
た . これ を10% Na2C O｡ で pH 7. 0 に 中和 し ト リ ス 塩酸 バ ッ
フ ァ ー (0.01 M, pH 8.0)(SI G M A) で 透析 した後 , ヘ パ リ ン セ
フ ァ ロ ー ス カ ラ ム (P H A R M A CI A) に て ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー を 行 い , 0.2 M NaClト リ ス 塩酸バ ッ フ ァ ー (0.01
M , pH 8.0) で洗 浄 した後 , 0.3 M NaClト リ ス 塩酸バ ッ フ ァ p
(0.01 M, PH 8.0) に て溶出 してく る 分画を回 収 し , 抗 β2 G PI
抗体を用い た オ ク タ ロ ニ ー 法 に よ り β2 G PI が含ま れ て い る こ
とを 確認 した . 更 に , ドデ シ ル 硫酸 ナ ト リ ウ ム ポ リ ア ク リ ル ア
ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 (s odiu m dode cyls ulfate polya cryla mide
gelelectrophor esi , S D S
-P A G E)に て 50k Dの
～ 本の バ ン ドを確
認 した . 上 記の よ うに 精製 した ヒ ト β2 G PI をフ ロ イ ン ト完 全
ア ジ エ バ ソ ト (SI G M A) と とも に ウ サ ギ に 免疫 し, ウ サ ギ 抗 ヒ
ト β2 G PI ポ リク ロ ー ナ ル 抗体を得 た .
Ⅶ . β2 G PIの 血 管内皮細胞に対す る結合能の検討 と抗 力 ル
ジ オリ ピ ン抗体の β2G PIを介 L た 血管内皮細胞に対す
る 反応性の検討
細胞 E LIS A法 に 準 じて , 臍帯静脈内皮細胞 を96穴 マ イ ク ロ
プ レ ー ト に コ ソ フ ル エ ソ ト に な る ま で 培養後 , 固定 , ブ ロ ッ キ
ン グを 行 っ た . 続 い て , 上記 の よ うに 精製 した β2 G PI を濃度を
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Fig. 2. Titer s of IgG a ntic ardiolipin antibodie sin a v ariety
of c ollage ndis e a se s. Ho riz ontal lin e sho w s c ut-Off lev elof
IgG a ntic a rdiolipin a.ntibodie s. S L E, SyStemic lupu s
erythe m atos u s; R A, rhe u m atoid arthritis; SjS, Sjogr en
'
s
Syndr o m e; P S S, prOgr eS Siv e syste mic s cler osi ･
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リ ク ロ ー ナ ル 抗体を37 ℃, 一 時間反応 させ , P B S-Tw e e nに て
3回 洗浄 した 後 , 二 次抗体 に べ ル オ キ シ ダ ー ゼ標識ヤ ギ抗ウ サ
ギ IgG 抗体(C A P P E L) を 用 い て37 ℃, 一 時 間 反応 さ せ ,
O PD に て 発色後 O D 4g2n m を 測定 した .
また , 同様に , β2 G PIを 濃度を か え て 血 管内皮細胞に 結合 さ
せた 後 , lgG aC L A が高値(IgG aC L A 86 G P L単位)であり重
篤な血 栓症を頻発 した原発性 A P S患者1例よ り精製 した IgG
aC L A(46 G P L単位)を50倍希釈 して加 え , β2G PI の 濃度 の 差
に よ る IgG aC L Aの 血管内皮細胞 へ の 結合能に 対す る影響を
検討 した .
Ⅸ . 統計学的検討
得 られ た値ほ すべ て 平均値 ±標準偏差 で 示 した . 2変量間の
相関分析 ほ , ピ ア ソ ソ の 横率相関分析法に よ っ た . p <0.05を
有意と した .
成 績
Ⅰ . 各種膠原病におけ る抗力 ル ジオ t｣ ピン 抗体の陽性率
15 G P L単位以上 を陽性 とす ると , S L Eで は , 35例中1 6例 ,
45.7%に 陽性で , 抗体価 は24.4 土32.8 G P L単位(平均値土標準
偏差)で あ っ た ∴ 慢性関節 リウ マ チ では , 19例中5例 , 26.3%に
陽性で , 抗体価は 13.3 ±12.3 G P L単位 で あ っ た . 強皮症で は ,
6例中4例 , 66.7%に 陽性で , 抗体価は 26.5 ±21.3G P L単位
であ っ た , シ ェ ー グ レ ソ 症候群で ほ 1 12例中7例 , 58.3%に 陽
性で 抗体価 は , 23.8 ±18.5 G P L単位 で あ っ た (図 2).
1 . 患者血 清中の抗力 ル ジオ リ ピン抗体価と杭 フ ォ ス フ ァ チ
ジ ー ルセ 1｣ ン抗体価の比較
陰性荷電の リ ン 脂質 に 対す る抗 カ ル ジ オ リ ピ ソ 抗体の 交差反
応性を検討する た 軌 抗 フ ォ ス フ ァ チ ジ ー ル セ リ ソ 抗体を測定
し , 同 一 症例に おける抗 カ ル ジ オ リ ピ ソ 抗体と 抗フ ォ ス フ ァ チ
ジ ー ル セ リ ソ 抗体の 相関 を検討 した . そ の 結果 , 今回検討 した
27例で は , R = 0.28 で 両抗体間 に 有為 な相関 は認 め な か っ た
(図3 ). L A Cの 本 体ほ , 抗 フ ォ ス フ ァ チ ジ ー ル セ リ ン 抗体で ほ
な い か と の 報告13)もあり , こ の 結果ほ , L A C とaC L A が必ず
しも同 一 の 抗体の 交差反応性 で は な い と い う これ まで の 報告と
一 致す るもの と考え られ た .
Ⅲ . 患者血 清中の抗 力ル ジオ ｣ー ピン 抗体価 と坑血管内皮細胞
抗体価 の比較
図4 に 抗血 管内皮細胞抗体の 標準曲線を示 す . 同 一 症例に お
































































1gG anticardiolipin antibodies(G PLu nits)
12 0
Fig, 3. Corr elatio nbetwe e ns er u mle v els of IgG a ntic ardioト
ipin a ntibodie s a ndIgG a ntipho sphatidyls erin e antibodiesin
patie nts with syste miclupu s erythe m ato s u s a nd a ntipho sp
-
holipidsyndr o m e.
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か っ た ( 図5). 従 っ て , 多く の 症例 に お い て , IgG aC L A と
IgG A E C A は別 々 の 抗体を 測定 して お り , 同 q 抗体 の 交差反応
性を見 て い る可 能性 は非常 に 低い もの と考え られ , 大半の IgG
aC L A はt 直接内皮細胞 に 結合す るこ と はな い もの と考え られ
た .
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Fig. 4. A ty pical sta ndard c ur v e of a ntie ndothelial c ell




































































1gG a nticardioIipin a ntibodie s(G PLu nits)
Fig･ 5･ Corr elatio n betw e e n ser u mle v els of IgG anticardioト
ipin a ntibodie s a nd IgG a ntie ndothelial ceIla ntibodie sin
patie nts with syste mic lupus erythe m atos u s a nd a ntipho sp,
holipid syndr o m e･ ㊥, Patie nts with high titer s of both IgG
aC L Aa nd IgG A ECA whos e s er a w er e u sed for the
































































Pre Po st Pr e Po st
Fig･6･ Cha nge sin le v els of IgG a ntic a rdiolipin a ntibodie s
a nd IgG a ntie ndothelial c e11a ntibodie s after abs orptiv e
Pr OC edur e u slng C a rdiolipin fix ed polystyr e n e c olu m n s.
Data after abs orptio n w e re sho w n a sper c entage of the


































































W hoIe s e ru m Affinity pu rified aC LA
Fig. 7. Co mparis o n of le v els of IgG a ntic ardiolipin a ntibody
a nd IgG antie ndothelialc eIla ntibodybetw e e n whole se ru m
a nd affinty purified IgG a ntic ardiolipin a ntibody in a
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Fig･ 8･ Iso ele ctric fo c u sing patter n s of affinty purified
a ntic ardiolipin a ntibodie s fro m the s er a of tw o patie nts
With prim ary A P S, O n e With se c o nda ry A P Sa nd o n ewith
SyStemic lupu s erythem ato s u swith high tite rs of aC L A
Witho ut A P S. aC L A, a ntic ardiolipin a ntibody; AP S,
a ntiphospholipidsyndr o m e; P A PS, prim ary a ntiphospholi-
pidsyndr o m e;S L E, SyStemiclupu s erythe m atos u s
抗 カ ル ジオ リ ピ ン 抗体 に 関す る研究
カ ル ジオ リ ピ ン 固相化 カ ラ ム に お ける 吸収試験の 結果 l 抗 力
ル ジ オリ ピ ン 抗体 ほ , 吸着後で は . 前値 の54.0 ±6. 7% と減少
した が 抗血 管内皮細胞抗体は ! 前借 の95.8 土12.6%と ほ とん ど
減少は認め られ な か っ た (図 6). 更 に , こ れ ら の 中の 1 例よ
り , 上 記の 方法 に よ りIgG aC L A を精製 し, 抗血 管内皮細胞抗
体価を検討 した . そ の 結果 , 精製IgG aC L A ほ, 精製前 の 抗体
価 86 G P L単位 に 比 して ∴精製後 は 46G P L単位と53.5%の 回
収率を認め た が , 精製 IgG aC LA の抗血 管内皮細胞抗体価は ,
5%と 精製前の100% に 比 して ほ と ん ど消失 して い た (図7).
従 っ て , 両方の 抗体 が 高値 で ある A P Sに お い て も両抗体ほ
別 々 の 抗体と して 分離 され る こ と が 示 され た . 以上 よ り , 血 栓
症の 発症に aC L Aの 血 管内皮細胞 へ の 直接の 接合 が重要 と の
仮説ほ否定的であ っ た .
Ⅴ . 等電点電気泳動 によ る抗 力 ル ジオ リ ピン抗体の荷電状態
の検討
A P S 3例 と A P S を伴わ な い IgG aC L A高値 の S L E l例
よ り ア フ ィ ニ チ イ 一 法 に て 精製 した 抗 カ ル ジ オ リ ピ ン 抗 体を
pH 3.5-9.5の Am pholine P A GPlate を用 い た 等電点電気泳動
に よ り検討 した と こ ろ , い ずれ も pH 6 - 8に 分布 して お り,
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Fig. 9. Elution study of aff inity pu rified aC L A in a patie nt
with prim ary a ntipho spholipid syndro m efro m is o ele ctric
fo c u sing gel slic es. Eluted aC L A fro m e a ch slice w ere
m e a s ur ed by e n zym elinked im m u n o s orbe nt a ss ay. aC L A,



















Fig.1 0. Bind ing of purified hu m a nβ2-glyc opr otein I to
hu m a nu mbilicalv ein endothelial c e11s. The binding w as
e v alu ated by c ellular e n zym elinked im m u n os o rbe nt as s ay.
Ea ch point r epr e s ents m ean土SD.
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更に , ゲ ル を 3m m 幅に 細切 して 抗体 を溶出 し, そ れ ぞれ の バ
ン ドの 抗体価を測定 した と こ ろ , pH 6 - 8 に ピ ー ク が 分布す
る こ と が確認 され た (囲9).
Ⅵ . β2G PI の血管内皮細胞に対す る結合能の検討と抗 力 ル
ジオ リ ピ ン抗体の β2GPI を介 L た血管内皮細胞 に対す
る反応性の検討
β2 G PI は, 濃度依存性に , 血管 内皮細胞に 結合 した ( 図10).
β2 G PIの 健常人 に お ける血 中濃度 ほ 約 200p g/ml であり , 本検
討に より認め られ た β2 G PIの 内皮細胞 へ の 生体外 で の 結合ほ .
濃度か らみ れ ば血 中で も起 こ り得 る現象と考 え られ た . 更に ,
こ の 結果をもと に , 同時 に 加え る β2 G PIの 濃度を 変化 させ て ,
46 G P L単位の 精製 した IgG aC L Aの 血管内皮細胞に対す る結
合性 を細胞 E LIS A法 に て 検討 した と こ ろ , 1gG aC L Aも
β2G PIの 濃度に 依存的に 内皮細胞 に 結合す る傾向が認 め られ
た ( 図1‡).
考 察
自己 免疫疾患患者の 血 清中に は , 抗 D N A抗休 , 抗 R N P抗
体 ! 抗 S S A抗体等様々 な自己抗体 が出現する こ とが 知 られ て
い る
‖)
. しか し, 特定の 病態の 発症 の メ カ ニ ズ ム に 直接関連 し
て い る可能性が証明 され て い る 自 己抗体 は , 抗 TS H レ セ プ
タ ー 抗体15), 抗 ア セ チ ル コ リ ン 受容体抗附 6)等の 一 部の 抗体 を
除きそれほ ど多くは な い . これ らの 特定の 病態を引き起 こ して
い る と考え られ て い る自己抗体の うち , 近年注 目 され て い るも
の の → つ に 抗 リ ン 脂質抗体 があ る-)17- . 抗 リ ン 脂質 抗体 は , 当
初 , S L E患者血清中に 高頻度 で 見い だ され , 臨床的に 脳 梗塞 ,
心 筋梗塞等の 動脈血栓症 , 肺梗塞 , 深部静脈血栓症 , 習慣流産
等 の 血 栓症を中心 と した 病態と深 い 関連がある こ と が示 唆 され
て い る抗体で ある
1)1丁)
.
抗 リ ン 脂質抗体の 測定法と して は , 梅毒血 清反応の 生物学的
疑陽性(biologicfalsepo sitiv e, B FP)の 証明
L B)
, 循環性抗凝血素
(1upu s a ntic o agula nt, L A C) の 証 明Ig)20), E LISA 法を 利用 した抗
カ ル ジオ リ ピ ン 抗体21), 抗 フ ォ ス フ ァ チ ジ ー ル セ リ ソ 抗体22)の
測定等が知 られ て い る . これ らの う ち , B F P ほ, S L Eに お い て
最初 に 発見され た 抗リ ン 脂 質抗体 で あ り , そ の 本体 ほ フ ォ ス
フ ァ チ ジ ー ル コ リ ン , コ レ ス テ ロ ー ル , カ ル ジオ リ ピ ン の 混合
物か らな る Ve n er e al Dis e as eRes e a ch Labo ratory(V R D L) 試
薬中の カ ル ジ オ リ ピ ン に 結合する抗休と考え られ て い る-8) . こ
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Fig.1 1. β2 G PI depe nde n cy o王 affin ty purified IgG a ntic ardi-
01ipin a ntibody in binding to hu m a n u mbilic al v ein
e ndothelialc ells. Ea ch pointr epr es e nts m e a n土S D.
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感度 が低く , 定量化できない と い う欠点が あ っ た
18)
. 1 983年 ,
Harris らは , カ ル ジ オ リ ピ ン を 圃相化 した ELISA 法を 用い る
こ と に よ り , S L E患者血清中の aC L Aを 測定 し , aC L A抗体
価と 血 栓症 , 習慣流産 , 血 小板減少症等 の 臨床症状 とが 深い 関
連がある こ と を証明した23). 一 方二′L A C は∴最初 に S L E患者
血策中に 見 い だ され た , リ ン 脂質依存性 の 凝固検査を阻害す る
免疫 グ ロ ブ リ ン で あり , 活性化部分 ト ロ ン ポ プ ラ ス チ ン 時間 ,
カ オ リ ン 凝固試験
20)
, ラ ッ セ ル へ ど毒凝周時間
24) 等 の 延 長 と し
て認め られ る . こ れ ら は , い ずれ も血 栓症, 習慣流産 , 血 小板
減少症等の 臨床症状 と深 い 関連 があ り , 以前よ り これ ら の 抗体
の 異同が問題 に さ れて き た . 近 年 に な り L A C お よ びaC L A
ほ , そ の 両 方の 活性 を 同時に 認め る患者血祭 より , イ オ ン 交 換
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー や カ ル ジオ リ ピ ン を ポ リ ス チ レ ン の カ ラ ム
に 園相化 した ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り別 々 の
分画と して 抽出で き る こ とが 報告さ れ , これ らの 抗体が 必ず し
も同 一 の 抗体で な い こ とが 証明 され た25)26). しか し, 一 方で カ ル
ジオ リ ピ ン に 対す る親和性 を利用 して精製 した抗 力 ル ジオ リ ピ
ン 抗体 の 一 部が , L A C活性を持 つ と の 報告27)28)もあり , 臨床的
に 同 じよ うな病態 と関連す る とい う点も考慮す る と , こ れ らの
抗体は 一 同 じよう な病態 で 出現す る 一 連 の 抗体群 と考 え られ
る . 以上 の よ うな見地 よ り , 本研究で ほ , 抗体 と して 対応抗原
に 対する曖昧さ の 少 な い 抗 カ ル ジオ リ ピ ソ 抗体 に 対象を しぼ っ
て 抗 力 ル ジオ リ ピソ 抗 体が血 栓症を引き起 こす機序 に 着目 し,
抗 カ ル ジオ リ ピ ソ 抗体 が 血 管内皮細胞 に 直接鷹 合す る か ど う
か , また , こ れ らの 相互 作用に β2 G PI が どの よ うに関与 して い
るか と い う点を 中心 に 検討 を行 っ た .
血 管 内皮細胞 は , 血 管内で の 血 液 の 祝園を防ぐた め , い く つ
か の 重要な働きを して い る こ と が知 られ てい る . それ らの うち
重要 なもの ほ , 1) 細胞表面 に あ る へ パ ラ ソ 硫 酸 (heparin-1ike
s ubsta n ce)に ア ン チ ト ロ ン ビ ン Ⅲ(a ntithr o mb in Ⅲ, A T Ⅲ)が結
合する こ とに よ り , A T Ⅲと ト ロ ン ビ ン の 反応を 促進 し, 二ト ロ
ン ビ ン を不 倍化す る作用 , 2) 細胞表面に ト ロ ン ボ モ ジ ュ リ ン を
表出する こ と に よ り , ト ロ ソ ビ ン を介 して プ ロ テ ィ ソ C を活性
化 し, これ が プ ロ テ ィ ソ Sと共同 して 活性化 され た 凝固田子の
うち , V a , Ⅶ a を 不 活化す る作用, 3)阻織 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ソ
ア ク チ ベ ー タ ー (tis s ue-ty pe plas minoge n activ ator,t-P A)を 産
生す る こ と に よ り , 線溶系を進行 させ る作用 , 4) プ ロ ス タ サ イ
ク リ ソ (pr o sta_CyClin,P GI2)を 産生する こ と に よ り血 小板の 凝集
を抑制する作用 の 4 つ で ある2g).L こ れ まで , aC L A は, こ れ ら
の 作用 の い ずれ か を阻害す る こ と に よ り血栓症を引き起 こ す と
い う報告が数多く な され て きたが , 否定的な見解も多くほ っ き
り と証明 された機序 は な い
ユ8ト 紬
.
一 方 , S L E患者 の 血 中に は高
頻度 に 抗 血 管 内皮 細胞 抗体 (a ntiendothelial c ella ntibody,
A E C A)が 出現する こ とが知 られ てお り9 " D), A E C Aの 存在 と血
栓症の 関係が注目 され て い た
糊
. しか し , 現 在ま で の 検 討 で
は , A E C Aの 存在 と血 栓症 との 間に は 特別 な つ な が り ほ 認 め
られ て い な か っ た . 小 池 らIllは , S L Eモ デ ル マ ウ ス で あ る
M R L/1pr マ ウ ス よ りモ ノ ク ロ ー ナル aC L A を作成 し , aCL A
の 一 部 に 内皮細胞 と の 結合性が認 め られ る こ とか ら, 内皮細胞
に結合 し得る aC L A が 血栓症を引き起こ す可能性 に つ い て 考
察 して い る . 今 回の 検討で は こ の 点 に 着 目 しIgG aC L AとIgG
A E C Aの 関係に つ い て 検討 した . しか しなが ら , 本 研究で は .
血 管内皮細胞に直接結合 し得るTgG aC L A は認 め られ ず , 内皮
細胞 へ の 直接の 結合性 の 有無が IgG aC L Aの 血 栓症 の 誘発
野
重要であ ると の 仮説は 否 定的であ っ た . しか し, 本研究 の 対象
の 中で , 最も重篤 で 血 栓症 を頻 回 に 繰 り返 し た 1 例 に お い て
ほ ▲ IgG aCL A と IgG A ECA が共 に 高値であ り , 血 栓症 の 発
症 に IgG A E C A が補助的な役割 を果 た し てい る可能性は否定
で きな か っ た . S L E では , IgG aC L Aが 高値である他 の 膠原病
に 比 し て 高 頻度 に 血 栓症 を 合併す る と い う 事実 と , IgG
A E C A を高頻度に 認め る と い う事実 を考慮す る と , 今後 , IgG
aC L A と IgG A E C Aの 血 管内皮細胞 に 対する相互作 用 の 検討
も重要な課題 の 一 つ と考 え られ る .
本研究に お い て , 注目す べ きもう 一 つ の 点は , IgG aC L A が
β2 G PIを 介 して血 管内皮細胞 に 結合す る可能性 が 示 唆 され た
点 で ある . β2 G PI は, 分子量約 5 万の 血 中に 存在す る糖蛋白で
あり 抑 , 別名を ア ポ リ ボ蛋白H とい い , 正常者 の 血 中濃度 は約
200〃g/ml で, 約30%が リ ボ蛋自分画 に 存在 しリ ボ 蛋白 リ パ ー
ゼ 活性 を高め る こ とが 知 られ て い るが
38)
, 生体 内で の 機 能 ほ不
明な 点が多 い , 現在 まで に 解明 され て い る機能 の 一 つ と して ,
血 小板表面 に ある･ Va, Ⅹa 因子 , リ ン 脂 質か ら なる プ ロ ト ロ ソ
ビ ナ ー ゼ 複合体 に 結合 し , こ の 機能を 阻害す る こ と に よ り抗凝
固的に 働く と い う作用 が あ る39). 1990年に い く つ か の 施設 よ り
ほ ぼ 同時 に二 aC L A とカ ル ジ オ リ ピ ン の 結合に は , β2 G PI が必
要である と の 報告が な され7)B}, 以後 ▲ β2G PI ほ A P S を解 明す
るた め の 鍵 に な る蛋白 と して に わ か に 注目 を 集め て きた . こ れ
らの 報告の 中に は , aC L Aの 中に は β2 G PI依存性の も の と 非
依存性の もの が ある と の 報告40)も み られ , aC L Aの 多様性 を解
析す る上 で β2 G PI は, 一 つ の 重要な指標 に な る も の と 思わ れ
る . 最近, L A Cの 測定 に お い て , 血紫 中よ り β2 G PI を除く と
LAC に よ る凝固時間延長が 消失す る こ と が 証明 され , L A Cの
作 用 は β2GPI活性 の 増強 に あ る と い う 点 が 明 ら か に な っ
た
41)42)
. ま た , β2GPIを ウ サ ギ や マ ウ ス に 免 疫す る と t 抗
β2 G PI抗体の み な らず抗リ ソ月旨質抗体も同時 に 産生 され る こ
と も証明され , 抗リ ソ 脂 質抗体症候群 の 発症 に β2 G PI が, 中心
的役割 を果た して い る可能性が示 唆さ れて い る
伯)
. しか し な が
ら, β2 G PIの 作用 が 増強する と試験管内で は凝固時間の 延長が
認め られ る と い う点を 考慮す ると , L A Cの 試験管内で の 作用
は 血栓形成 の 促進 と は逆の 作用 で あ り , β2 G PIの 凝 固系 に 対す
る他の 作用 の 存在が 示 唆 され てきた . β2 G PI が抗 力 ル ジ オ リ ピ
ン 抗体の 血 管内皮細胞 へ の 結合 に 関与 して い る と い う本研究の
結果は t こ の 仮説を 支持するもの で あり , 今後 , β2 G PIの 有無
に よ る IgG aC L Aの 血 管内皮細胞に 対する影響 を生体外 の 系
で 検討する こ と に よ り , IgG aC L Aが 血 栓症を引き起 こす メ カ
ニ ズ ム が , 解 明され る もの と期待 され る .
結 論
抗 力 ル ジオ リ ピ ソ 抗体 が血 管内皮細胞 に 結合する か 否 か , ま
た β2 G PI が, aC L A と内皮細胞と の 結合に お い て 重要 な 役割
を果たすか否か を検討す る た め , S L E患者 , A P S患者に おけ
る血 中の IgG aC L Aお よび IgG A E C Aの 関係と , β2 G PIの 有
無に よ る精製 IgG aC L Aの 血管内皮細胞に対す る結合能 に つ
い て検討 した . ま た , 血栓症 の 有無が抗 カ ル ジオ リ ピ ン 抗体の
違 い に よ るもの か どうか を検討す るた め , 血 栓症の ある症例と
ない 症例 よ りIgG aC L A を精製 し , 等電点電気泳動 に て 荷電状
態 を比較検討し , 以下の 結論を得 た .
1 .
'
血清中の IgG aC LA とIgG AE C Aの 間に は相関関係は
なく , 血 管 内皮細胞 に 直接結合す るよ うな IgG aC L Aも認め ら
抗 カ ル ジオ リ ピ ソ 抗体 に 関する研究
れ な か っ た . 更に , IgG aC L A と IgG A E CA が 共に 高値であ
り , 頻 回 に 重 篤な 血 栓症 を 起 こ し た 症例 に お い て も , IgG
ac L A と IgG AE CA ほ別 々 の 抗体 と して 分離された .
2 . β2 GPI は, 濃度依存性 に 血 管内皮細胞に 結合 し, 精製 し
たIgG aC L A は! β2 G PIの 濃度に 依存 して 血管内皮細胞 に 結合
する傾向が認められた .
3 ∴抗リ ソ 脂質抗体症候群 3例と IgG aC L A高値 で あ り血 栓
症を認 めない SLE l 例 よ り ア フ ィ ニ テ ィ ー 法 に て 精 製 し た
IgG aC L A を等電点電気泳動法 に て 解析 した と こ ろ , い ずれ も
pH 6-8 に 分布 し血 栓症の 有無に よ る差 を認め な か っ た ･
4 . 以上 の 結果は . 抗 カ ル ジオ リ ピ ン 抗体 が β2GPIを 介 して
血 管内皮細胞 に 結合す る こ と を示 し, 生体内に お い て も抗 カ ル
ジオ リ ピ ソ 抗体が 血 管内皮細胞 の 機能 に対 し何 らか の 影響を 与
えて い る可能性 を示 唆す る.
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glyc oprotein I
Abstra ct
Antic ardiolipin antibodies(aCLA)ar ethought toinduce antiphospholipidsyndro m e,bu tthe m echanis mby which aC L A
indu cethrombosis re m ainsto be resoIv ed. T bclarify whether aCL Abinddirectly to endothelialcels, andto e valuate the
role ofβ2-glyc oproteinI(β2 GPI), Which iskn ow ntobe necess ary fo aCL Abindingto c ardiolipin,in reladonto thebindr
ing ofaCL Ato e ndothelialc ells,IgG aCLA andIgG antiendotheli alce11antibodies(A ECA) were m e asured inpatientswith
SySte miclupus erythe m atos us(SL E) and antiphospholipidsyndro m e(A PS)･ Ådditional 1y, t O e X amin etheidentity of IgG
aCLA andIgG AEC A, titers ofbothafnnity puri丘edIgG aC L Aand se ru m S absorbed by c ardiolipin fixedpolystylene
COhm n s w ere m easur d. Whether afBmi typurifiedIgG aCLA c anbind to endothelialcellsin vitro withor withouthepres-
e n c e ofβ2GPIw asthendete rmined･ Furthe rm Ore, t O eX amine the difftrenc ebetwe e nIgG aCL Afro mpadent s wi thand
witho uthr o mboses, theis oelectric f∝ uSing(IE F)pattem ofpathogenic IgG aC LA wer e c o mpared withthose of n on-
pathogenic IgG aCL A･ A ECA w ere m eas ured by cellular enZym elinkedim m un OSOrbe ntassay(Cellular E LISA)using
bu m an umbilicalv ein endothelialce1s connuently 丘xedin 96wellpolystyre neplates. One se ru mincludinga hightiter of
IgG AECA w ere chosen asthe sta ndardse ru m and thelev els of IgG A ECA w ere e valu tedas aperC entage Ofthetiter ofthis
standards en 皿. No c orrelation wasfo und betw e enIgG AEC Aa ndIgG aCL A in patients with SL Eorpn m ary and se c-
o ndary antiphospholipidsyndro m e(APS)･ Infbur sera withhigh titers of both IgG AEC AandIgG aCLA, absorpdon wi th
c ardiolipin 鮎 ed colu m nsdidn otinhibit endothelialc ell binding, a nda 蝕1ity puri Bed anticardiolipin antibodieswere not
abletobindto endothelialcells ･ A 餓nity puri 鮎dantic ardiolipin antibodies ranged 丘o mpH 6-8 inIEF analysis andn odif-
fere nce w as s eenb tw eentw opatie nts withprim ary APS, O n e Withsec o ndary AP Sando ne with SL Ewi thightiters of
ac L Awithout APS. β2GPIbo und to endothelial cells a nd affinity purified a nticardiolipin an tibodies tendedto bin dto
endothelialc ellsinparalelwith in cre asingβ2GPIco nc entrations･ T hese results suggesthatIgG aCL Abindingto endothe
-
1i alc ells inβ2 G PIm ediated, and thatthisbinding m ay play a signi 丘cant r oleininducing dlrO mbosesin the antiphospho-
1ipidsyndro m e.
